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Title: 

SELECTION PROCESS FOR YEAST CELLS 



The invration relates to a selection process that enables yeast cells capable of forming dicarboxylic 
acids from alkanes to be recognized and recovered. 

Dicarboxylic acids having more than 10 C atoms are very difficult to produce on a pilot-plant scale 
by prq)arative organic chemistry methods. This is particularly true for djcarbo^yliydds addi tion 
to the two end carboxyl groups, exhibit other functional groups suf^j^^^^^a^^^^^^pS 




Attempts have therefore been made to produce dicarboxylic acids pr^aratively from readily 
accessible raw materials with the aid of the metabolic capacities of various microorganisms. Thus in 
German Patent 2 140 133 it is suggested to allow yeasts of the genera Candida or Pichia to act on 
alkanes, primary alkanols, or carboxylic acids under fermentation conditions. When for example a 
specific strain of Candida lipolytica is used, dicarboxylic acids are formed whose C chain is not or not 
substantially decomposed compared with the starting material and also exhibits no other changes such as 
the introduction of new functional groups. Similar processes starting from other raw materials in which 
other specific microorganisms are used, are described in US Patents 3 975 234 and 4 339 536, in British 
Patent 1 405 026, and in German Preliminary Published Applications 2 164 626, 2 853 847. 2 937 292. 
and 2 951 177. 

US Patent 4 474 882 has unsaturated dicarboxylic acids as its subject. These are obtained by using 
a strain of the species Candida tropicalis for the conversion of j""" ""^ — 
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14 to 22 C atoms. The unsaturated dicarboxylic acids correspond to the starting materials in number and 
position of the double bond. 

For all such processes, new microorganism strains are continually being sought that are capable 
of producing such metabolic capacities. Such strains are found for example by mutation and selection 
processes. Suitable mutation processes are described for example in German Patent Application D 8027 
(File No. P 37 38 812.6) of the Applicant. A mixture of microorganisms is subjected to a mutation step 
thereby and is then plated out on a medium that contains an alkane or the like as the only carbon source, 
and an antibiotic. The antibiotic destroys all strains capable of growth under these conditions, whereas 
the nongrowing strains can be transferred onto another medium by Lederberg's replica plating method 
(J. Bact. 63, 399 (1952). 

The disadvantage of this selection process is that the selection is very nonspecific, and thus a large 
number of deficient mutants must ultimately be tested for dicarboxylic acid formation. 

It is thus the object^^.of^the invention 

Thus the subject of the invention is a process for the enrichment of yeast cells from a yeast cell 
suspension that are capable of forming dicarboxylic acid from alkanes, characteriz^j^n thauhe yffgt ^eU 
dispersion is plated out and incubated on a nutrient medium that contains an 
atoms as the C source and ^i^^^^^^^^^^^^^^^^^ the inhibitor, anT^feFtEelncub^ 
best-growing colonies are recovered, whereupon if desired these recovered cells are resubjected to the 
same treatment one or more times. 





The invention is based on the finding that alkines havinc 3 tCLJZQ-jCL^toms. and amon? these 

alkines, 1-dodecine is^pi^^l^ijed. The alkine is added to nutrient media in amounts of 
^ As the carbon source, the nutrient media receive in 

^addition affianSn^n^S^tozO^ato 



To carry out the process of the invention, those skilled in the art start from yeast suspensions, e.g. 
suspensions of a strain of Candida tropicalis, Candida lipolytica, or the like that is in the public sections 
of the strain collections. According to a preferred variant of the process, this strain is first subjected to 
a mutation treatment. 



The mutation can be carried out for example by high-energy irradiation such as UV or X-ray 
radiation. Treatment of the cells with mutagenic agents is also suitable in particular, however. Suitable 
mutagenic agents are for example nitrosoguanidine compounds — such as for example l-methyl-3-nitro- 
1-nitrosoguanidine — or ethyl methanesulfonate. The general data of the state of the art can be referred 
to for details here; see for example US Patent 4 029 549, colunm 2, lines 57 ff., with the references 
contained therein. 



To produce mutants that are suitable for the process of the invention, the concentration and 
exposure time conditions of the mutagenic agent are selected such that 10 to 99.999 per cent of the 
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starting population is inactivated by the treatment. Preferably a killing rate of 50 to 99.9 per cent is 
selected. 

For the subsequent selection of dicarboxylic acid formers, the yeast cell suspension subjected to 

^55B^pc^^^p^%id?ils€^ growmg on this medium 

comparatively high probability of being able to form dicarboxylic acids from alkanes. For further 
selecting, the strains that are growing well can be subjected to a second selection. It is also possible 
either to again prepare a yeast cell suspension and to incubate them on a similar plate or to use 
Lederberg's replica plating technique to plate them on another culture dish. According to a particularly 
preferred variant of the process, dishes are selected thereby that contain increasing amounts of alkine. 
Thus for example it is possible to carry out the first selection step in the presence of 5 mM of dodecine 
and to carry out the subsequent steps in the presence of 10, 20, or more mM of dodecine. 

Example 

A suspension of cells of a Candida tropicalis strain (ATCC 20336) was pr^ared and subjected to 
mutagenesis with l-methyl-3-nitro-l-nitrosoguanidine. The cells were centrifug^ off and resuspended 
in 100 mL of a minimal medium (yeast nitrogen base according to Difco manual (10th Ed. 1984) 1 136; 
Difco Lab., Detroit, Michigan 48232, USA) that contained 2.5% of dodecane and 5 mM of dodecine. 
After 24 and 48 h, 6 x 5 mL samples were taken, [and] germ count determinations were prepared on 
glucose plates and using the Lederberg replica plating method, were plated onto agar plates with dodecane 
as the C source and 5 mM of dodecine. After the start of growth, replica plating onto agar plates with 
10 mM of dodecine and if desired with 20 mM of dodecine was carried out. The best-growing strains 
were isolated and the specific formation factor of dodecanedicarboxylic acid from dodecane was 
determined. In the starting strain this factor was 0.14 mg of dicarboxylic acid per 72 h/mg of protein 
and in the strain selected using 10 mM of inhibitor, showed an increase by a factor of 2.5 and in the 
strain selected in the presence of 20 mM of 1 -dodecine, a rise by a factor of 4. 



^CiJil(-- ilM d^okc^^ 
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Patent Claims 

1. Process for the enrichment of yeast cells from a yeast cell suspension that are capable of 
forming dicarboxylic acid from alkanes, characterized in that the yeast cell dispersion is plated 
out and incubated on a nutrient medium that contains an alkane having 8 to 20 C atoms as the C 
source and an alkine having 3 to 20 C atoms as the inhibitor, and after the incubation the best- 
growing colonies are recovered, whereupon if desired these recovered cells can be resubjected to 
the same treatment one or more times. 

2. Process according to Claim 1, characterized in that 1-dodecine is used as the inhibitor. 

3. Process according to Claims 1 and 2, characterized in that yeast suspensions are used that 
contain viable cells of Candida tropicalis and/or Candida lipolytica. 

4. Process according to Claims 1 to 3, characterized in that the yeast suspensions are first 
subjected to a mutation step. 
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Die Erfindung betrifft ein Selektionsverfahren, das es 
erlaubt. Hefezellen, die zur Bildung von Dicarbonsauren 
aus Alkanen befahigt sind, zu erkennen und zu gewin- 
nen. 

Dicarbonsauren mit mehr als 10 C-Atomen sind nach 
Methoden der praparativen organischen Chemie im 
technischen MaBstab schwer herstellbar. Dies gilt insbe- 
sondere fiir Dicarbonsauren. die auBer den beiden end- 
standigen Carboxylgruppen noch weitere funktionelle 
Gruppen wie Doppelbindungen oder Hydroxylgruppen 
aufweisen. 

Man hat daher versucht, aus gut zuganglichen Roh- 
stoffen mit Hilfe der Stoffwechselleistungen verschiede- 
ner Mikroorganismen Dicarbonsauren praparativ zu er- 
zeugen. So wird in der deutschen Paten tschrift 21 40 133 
vorgeschlagen. auf Alkane. primare Alkanole oder Car- 
bonsauren Hefen der Gattung Candida oder Pichia un- 
ter Fermentationsbedingungen einwirken zu iassen. Bei 
Einsatz von zum Beispiel einem speziellen Stamm von 
Candida Iipolytica entstehen dabei Dicarbonsauren, de- 
ren C-Kette gegenOber dem Ausgangsmaterial nicht 
Oder nicht wesentlich abgebaut ist und auch ansonsten 
kerne Veranderungen wie Einfuhren neuer funktioneller 
Gruppen aufweisL Ahnliche Verfahren, die von anderen 
Rohstoffen ausgehen, bei denen spezielle andere Mikro- 
organismen eingesetzt werden. sind beschrieben in den 
US-Patenten 39 75 234 und 43 39 536; in der britischen 
Patentschrift 14 05 026 sowie in den deutschen Offenle- 
gungsschriften 21 64 626, 28 53 847, 29 37 292 und 
29 51 177. 

Das US-Patent 44 74 882 hat ungesSttigte Dicarbon- 
siuren zum Gegenstand Diese werden gewonnen, in- 
dem ein Stamm der Spezies Candida tropicalis zur Um- 
wandlung von ungesSttigten MonocarbonsSuren mit 14 
bis 22 C-Atomen eingesetzt wird Die ungesattigten Di- 
carbonsiuren entsprechen in der Anzahl und Lage der 
Doppelbindung den Ausgangsmateriaiien. 

FQr all derartige Verfahren werden laufend neue Mi- 
kroorganismen-Stamme gesucht, die in der Lage sind. 
derartige Stoffwechselleistungen zu erbringea Aufge- 
funden werden derartige St&nme beispielsweise durch 
Muutions- und Selektionsverfahren. Geeignete Muta- 
tionsverfahren sind beispielsweise in der deuuchen Pa- 
tentanmeldung D 8027 (Aktenzeichen P 37 38 8126) der 
Anmelderin beschriebea Dabei wird ein Gemisch von 
Mikroorganismen einem Mutationsschritt unterzogen 
und danach auf einem Medium plattiert, das ein Alkan 
Oder dergleichen als einzige Kohlenstoffquelle und ein 
Antibiotikum enthalt Das Antibiotikum vemichtet alle 
unter diesen Bedingungen zum Wachstum befahigten 
Stimme, wo hingegen die nicht wachsenden Stamme 
nach der Lederbergschen Stempelmethode (J. Bact 63, 
399 (1952) auf ein anderes Medium ubertragen werden 
kdnnen. 

Nachteiie dieses Selektionsverfahrens ist, daB die Se- 
lektion rechi unspezifisch ist, und daher eine groBe An- 
zahl von Defektmutanten letztendlich auf Dicarbonsau- 
rebildung zu iiberpriifen sind 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein verbessertes 
Selektionsverfahren bereitzustellen, das es erlaubt, Di- 
carbonsaurebildner mit einer h6heren Trefferwahr- 
scheinlichkeit zu selektionieren. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren 
zum Anreichem von zur Dicarbonsfiurebildung aus Al- 
kanen befahigten Hefezellen aus einer Hefezellsuspen- 
sion, dadurch gekennzeichnet, daB man die Hefezellen- 



dispersion auf einem Nahrmedium ausstreicht und be- 
brutet, das als C-Quelle ein Alkan mit 8 bis 20 C-Atomen 
und als Inhibitor ein Alkin mit 3 bis 20 C-Atomen ent- 
halt, und nach dem Bebruhien die am besten wach- 
5 senden Kolonien gewinnt, woraufhin man gewunschten- 
falls die so gewonnenen Zellen emeut ein- oder mehr- 
mals derselben Behandlung unterzieht 

Der Erfindung liegt der Befund zugrunde. daB Alkine 
mit 3 bis 20 C-Atomen, und unter diesen bevorzugt die 
10 1 -Alkine, insbesondere 1-Dodecin, Enzymsysteme von 
Hefen zu blockieren in der Lage sind, und daB uberra- 
schenderweise die Fahigkeit, in Gegenwart derartiger 
Alkine zu wachsen, mit der Fahigkeit korreliert aus Al- 
kanen, Dicarbonsauren zu bilden. 
15 Unter den Alkinen ist das 1-Dodecin bevorzugt Das 
Alkin wird in Nahrmedien in Mengen von 1 bis 
lOOmmol/1, insbesondere von 5 bis 20mmol/l zugege- 
ben. Als Kohlenstoffquelle erhalten die Nahrmedien da- 
neben auch noch Alkane mit 8 bis 20 C-Atomen. Die 
20 Menge an Alkanen betragt 0,1 bis 10%. insbesondere 1 
bis 5%. 

Zur DurchfQhrung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens geht der Fachmann von Hefesuspensionen aus, z^. 
von Suspensionen eines der in den dffentlichen Teilen 
25 der Stammsammlungen vorhandenen Summes Candida 
tropicalis, Candida iipolytica oder dergleichen. Dieser 
Stamm wird nach einer bevorzugten Variante des Ver- 
fahrens zunachst einer Mutationsbehandlung unterzo- 
gea 

30 Die Mutation kann beispielsweise durch energierei- 
che Bestrahlung wie UV- oder R6ntgenstrahlung erfol- 
gen. Geeignet ist insbesondere aber auch die Behand- 
lung der Zellen mit mutagenen Agentien. Geeignete 
muugene Agentien sind beispielsweise Nitrosoguanid- 
35 inverbindungen - wie beispielsweise l-Methyl.3-nitro- 
1-nitrosoguanidin - oder Ethylmethansulfonat Im ein- 
zelnen kann hier auf die allgemeinen Angaben des Stan- 
des der Technik verwiesen werden, siehe hierzu bei- 
spielsweise US-Patentschrift 40 29 549, Spake 2, Zeilen 
40 57 ff, mit den dort enthaltenen Verweisungea 

Zur Herstellung von Mutanten, die fur das erfin- 
dungsgemafle Verfahren geeignet sind, werden die Be- 
dingungen von Konzentration und Einwirkzeit des mu- 
tagenen Agens so gewahlt, daB die Ausgangspopulation 
45 durch die Behandlung zu 10 bis 99,999 Prozent inakti- 
viert wird Vorzugsweise wird eine Abtdtungsrate von 
50 bis 993 Prozent gewahlt 

Zur nachfolgenden Auslese von Dicarbonsaurebild- 
nem wird die der Mutation unterzogene Hefezellensu- 
50 spension auf einem Minimalmedium angebrOtet. das als 
Kohlenstoffquelle ein Alkan mit 8 bis 20 C-Atomen ent- 
halt und weiterhin als Inhibitor ein Alkin enthait-Die auf 
diesem Medium wachsenden Stamme sind mit ver- 
gleichweise groBer Wahrscheinlichkeit in der Lage, aus 
55 Alkanen Dicarbonsauren zu bildea Zur weiteren Selek- 
tionierung kdnnen die gut wachsenden Stamme der Se- 
lektion emeut unterzogen werden. Dazu kann man ent- 
weder emeut eine Hefezellensuspension herstellen und 
sie auf einer gleichen Platte bebruten oder man kann 
60 mit Hilfe der Lederbergschen Stempeltechnik auf eine 
andere Kulturplatte Qberstempela Nach einer beson- 
ders bevorzugten Variante des Verfahrens werden da- 
bei Platten gewahlt, die steigende Mengen an Alkin ent- 
haltea So kann man beispielsweise beim ersten Selek- 
65 tionsschritt in Gegenwart von 5 mM Dodecin und bei 
den nachfolgenden in Gegenwart von 10, 20 oder mehr 
mM Dodecin arbeitea 
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Beispiel 

Es wurde eine Suspension von Zellen eines Cand^a 
Jnicalis-Stammes (ATCC 20336) hergestellt und der 
Eeenese mit l.Methyl3-nitro-l-nitroso-guan.d.n un- s 
«Sn. Die Zellen wurden abzentnfugiert und m 
Mrtl eines Minimalmediums (Yeast nitrogen base ge- 
Kifco manual (10th Ed 1984) 1136; Drfco Lab. De- 

S Michigan 48232 USA). <i^J^\^^^Zif^ .n 
5 mM Dodecin enthielt, resuspendiert Nach 24 und 48 .o 
Stunden wurden 6 x 5ml-Proben entnommen Keim 
Sestimmungen auf Glucose-Platten angeferugt^^^^^ 
nr^t Hilfe der Uderberg-Stempeltechnik auf Agarplat- 
ren mS DodeciS als CQueUe und 5 mM Dodecin Qber- 
sSmpelt Nach dem Anwachsen erfolgte e.n Oberstem- .5 
oeln auf Agarplatten mit 10 mM Dodecm und ge- 
Sschtenfalls mit 20 mM Dodecia Die am besten 
wachsenden Stimme wurden isoliert und es wurde der 
spezifische Bildungsfaktor von Dodekan-dicarbonsaure 
au$ Dodekan bestimmt Dieser Faktor betrug beim Aus- 20 
wngsstamm 0,14 mg Dicarbonsfiure pro 72 Stunden/mg 
Ptotein und zeigte bei dem unter Anwendung von 
10 mM Inhibitor selektionierten Stamm eine Steigemng 
um einen Faktor 23 und bei dem in Gegenwart von 
20 mM 1 -Dodecin selektionierten Stamm erne ErhO- 25 
hung um den Faktor 4. 

PatentansprOche 

1 VerfahrenzumAnreichemvonzurDicarbonsau- 30 
rebildung aus Alkanen befihigten Hefezellen aus 
einer HefezeUsuspension. dadurch gekennieicli- 
net. daB man die HefezeUendispersion auf emem 
Nahrmedium ausstreicht und bebrOtet, das a^s 
C-Quelle ein Alkan mit 8 bis 20 C-Atomen und als 35 
Inhibitor ein Alkin mit 3 bis 20 C-Atomen enthait, 
und nach dem BebrOhten die am besten wach- 
senden Kolonien gewinnt, woraufhm man ge- 
wOnschtenfalls die so gewonnenen ZeUen emeut 
ein- Oder mehrmals derselben Behandlung unter- 40 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB man als Inhibitor 1 -Dodecin emsetzt 

3 Verfahren nach Anspruch 1 und Z dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man Hef esuspensionen emsetzt, 45 
die lebensf ahige ZeUen von Candida tropicahs und/ 
Oder Candida lipolyticaenthaltea 

4 Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB man die Hefesuspensionen zu- 
nachst einem Mutationsschritt unterzieht 50 
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